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研究成果の概要（和文）： ゲノム転写パターンの決定制御機構の理解を目指し、大腸菌 RNA
ポリメラーゼの転写対象遺伝子選択能を制御する、転写因子全 300 種の制御機能の解明を目標
とした先端研究を実施し、以下の研究成果を得た。 
１） Genomic SELEX 法を開発し、転写因子 300 種のノム上の結合部位を解析し、制御支配下
遺伝子群を同定した。 
２） NIP-chip 法を開発し、菌体内での転写因子作動遺伝子領域を解析した。 
３） 転写因子遺伝子欠損系統を利用し、転写因子支配下遺伝子群の転写制御を実証した。 
４） 特異抗体を作製し、転写因子細胞内濃度を決定した。 
５） 転写因子の制御ネットワーク全体像を提案した。 
６） ひとつの生物の全転写因子の制御機能を解明した，最初の成果となった。 
 
研究成果の概要（英文）：  The genome expression is determined by controlling the 
distribution of a limited number of RNA polymerase within the genome through interaction 
with transcription factors. The aim of this research was to identify the regulatory role 
of all 300 transcription factors in the model prokaryote, Escherichia coli.  
1) We developed the in vitro Genomic SELEX screening system and determined the regulation 
target genes for all 300 transcription factors.  
2) We also developed the in vivo NIP-chip system and determined the intracellular 
distribution of transcription factors within the E. coli genome. 
3) The regulation targets thus predicted were examined by measuring their expression in 
the presence and absence of transcription factors. 
4) We determined the intracellular levels of all 300 transcription factors by using 
quantitative immune-blot analysis.   
5) Taking all the results together, I have proposed: (1) the list of regulation targets 
for all 300 transcription factors; and (2) the interaction network of 300 transcription 
factors, altogether forming complex hierarchic regulation networks. 
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１．研究開始当初の背景 
 転写酵素RNAポリメラーゼは、転写因子と
の相互作用で、ゲノムから転写対象遺伝子を
選択し、転写因子の交換でゲノムの遺伝子発
現パターンが変化する。我々は、大腸菌RNA
ポリメラーゼの細胞内濃度を測定し、ゲノム
の約4,400遺伝子の転写パターンは、2,000分
子のRNAポリメラーゼのゲノム全遺伝子間で
の分配制御で決定されるとの理論を提唱し
た (Ishihama, A.: Ann. Rev. Microbiol. 54, 
499-518, 2000)。RNAポリメラーゼの分配は、
約300の転写因子との相互作用で決定される
（図1）。 
図１ RNAポリメラーゼの分配制御によるゲノム
転写制御モデル（石浜） 
 
従って、300転写因子すべての支配下遺伝子
セットを同定し、その上で、300転写因子の
機能的活性分子の細胞内濃度を測定できれ
ば、ゲノムの4,400遺伝子の発現パターンの
理論的予測が可能となる。転写装置の実体解
析から、ゲノム発現パターンを理解する、新
時代の生命科学研究の先端を目指した研究
を展開し、全体像の解明への展望が開けて来
た。その完成を目指した最終段階の研究とし
て、本課題研究を提案した。 
 
２．研究の目的 
  大腸菌には約300の転写因子が存在する。
しかし、最も良く解析されたモデル生物・大
腸菌でも、約100の転写因子は、転写調節に
関わると予測されているが、生理機能未知で
ある。推定転写因子遺伝子の欠損株を作製し、
ゲノムの発 現変化の Transcriptome 及び
Proteome分析を試みたが、転写因子の直接の
支配下遺伝子の10倍程の遺伝子群が間接的
に影響を受け、直接の支配下遺伝子の同定は
困難であった。そこで我々は、転写因子が、
認識し結合するDNA部位を網羅的に分析する
ことで、支配下遺伝子群を同定する、新たな
方法を開発し、大腸菌全転写因子の支配下遺
伝子群を同定する戦略研究を実施する。この
網羅的研究から得られる結果を統合し、大腸
菌ゲノム転写制御の本質を解明する。この研
究が成功すれば、「ひとつの生物の、すべて
の転写因子の制御機能の解明」した、歴史的
研究として位置づけられるであろう。 
 
３．研究の方法 
（１） 転写因子の直接支配下遺伝子群を同
定するために、「転写因子支配下遺伝子群の
迅速網羅的同定法」(Genomic SELEX法)を開
発した。Genomic SELEX法で得られた転写因
子結合 DNA断片のゲノム上の位置は、
Cloning-Sequence法（SELEX-clos）で塩基配
列を決定して同定するか、DNA tilling array
を用いて一挙に同定した（SELEX-chip）。 
（２）細菌菌体内での転写因子のゲノム上結
合部位を同定するために、菌体を予めDNA-
蛋白質を共有結合で固定した後、ゲノムDNA
を単離分断し、転写因子特異的抗体を利用し
て転写因子が固定されたDNAを分離分析する
NIP-chip (Nucleoid Immunoprecipitation)
法を開発した。 
 
４．研究成果 
（１） Genomic SELEX法による大腸菌全転写
因子の制御支配下遺伝子群の同定 
 大腸菌に予測した約300種の転写因子のう
ち、280種を単離精製し、260種については、
Genomic SELEXを行い、支配下遺伝子群の推
定に成功した（図２）。SELEX-chipで得られ
た260の転写因子認識結合部位のパターンの
比較から、転写因子には、単一の制御標的を
もつ特異性の高いものから、大腸菌ゲノムの
約4,500遺伝子のうち、1,000以上の多数の遺
伝子を制御する包括制御因子まで、幅が広い
ことが判明した（図３）。 
 大腸菌転写因子の活性は，低分子エフェク
ターとの相互作用か、蛋白リン酸化で制御さ
れる。Genomic SELEXをエフェクターの有無
または、リン酸化有無で行うことで、ゲノム
上の結合部位を比較し、支配下遺伝子群の制
御の様相を予測することが出来た。 
 
 図２ 転写因子標的探査のGenomix SELEX 
 
 
  図３ 転写因子CRP, Craの制御標的 
 
（２） NIP-chip法による菌体内での転写因
子の制御支配下遺伝子群の同定 
 Genomix SELEXで同定した転写因子結合部
位は、純化転写因子と純化ゲノムDNAだけを
混合した時に、転写因子が結合できる潜在的
結合部位である。その中で、菌体内で実際に
結合している部位を同定する目的で、
ChIP-chip法を細菌にも適用できるように改
良したNIP-chip法を利用した。細菌培養条件
を変えることで、転写因子が制御する標的遺
伝子が変化する様相を明らかにできた。 
（３） プロモーター特異的転写因子の探索 
 転写因子支配下遺伝子の探索に加えて、純
化転写因子コレクションを利用して、プロモ
ーター混合物の各プロモーター特異的転写
因子を探索する”mixed gel shift assay”
系を開発した。バイオフィルム形成や、細胞
間コミュニケーションに関わる制御因子遺
伝子プロモーターの作用する転写因子の同
定に成功した（図４）。 
 
図４ バイオフィルム形成制御のネットワーク 
 
（４） 転写因子支配下遺伝子の制御実態解
析 
 Genomic SELEX, NIP-chipで推定した転写
因子支配下遺伝子群の制御実態を、Northern 
blot法、RT-PCR法による標的遺伝子mRNAレベ
ルの実測，蛍光蛋白やLacZをレポーターとし
たプロモーター実測で確認した。 
（５） 転写因子細胞内濃度の制御 
 大腸菌ゲノムの環境に応じた発現パター
ンの変化は、転写因子によるRNAポリメラー
ゼの遺伝子間分配制御で行われている。しか
し、大腸菌300種の転写因子の細胞内濃度は、
従来，殆ど解っていなかった。純化転写因子
を利用して、特異抗体コレクションを作製し
た。抗体を利用したWestern blot法で、大腸
菌転写因子の細胞内濃度と、その培養温度、
培養液組成、増殖相による変動を網羅的測定
に成功した。 
（６） 転写因子ネットワーク全体像の解明 
 大腸菌300種転写因子の制御標的遺伝子の
同定、プロモーター特異的転写因子の探索を
通じて、遺伝子間相互作用の全体像を明らか
にすることが出来た。 
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